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摘要 :【 目的 研究 细菌 -过 氧化 氨 酶 - 统 豆 蚜 Acyrthosiphon pisum 三 者 之 间 的 关系 ,探索 过 
氧化 氮 酶 在 吏 豆 蚜 免 疫 防御 反应 中 的 作用 。[【 方 法 用 体外 培养 结合 菌落 计数 的 方法 检 
mA R A Micrococcus luteus 和 大 上 肠 杆菌 Escherichia coli 感染 豌豆 蚜 后 在 蚜 下 体内 的 增 
殖 ; 分 别 用 微 孔 板 荧光 检测 和 实时 定量 PCR 的 方法 检测 芯 黄 微 球菌 和 大 肠 杆 菌 感染 豌豆 
是 之 后 ,蚜虫 体内 HO, 水 平和 过 氧化 氢 酶 基因 的 转录 水 平 ; 通 过 RNA 
是 过 氧化 氢 酶 基因 (Cai) 进 行 沉 默 , 并 检测 沉默 后 感染 蕨 黄 微 球菌 和 大 肠 杆 菌 的 豌豆 风 
体内 H,0, 浓度 和 细菌 数目 以 及 豌豆 是 存活 率 。【 结果 】 蔬 黄 微 球菌 感染 12 h 后， 
体内 H,0, 水 平 以 及 过 氧化 气 酶 基因 表达 水 平 显著 升 高 ;大 肠 杆 菌 感染 12 后 ,豌豆 是 过 
氧化 氢 酶 基因 表达 水 平 上 升 , 但 HS0, 水 平 无 明显 变化 。 沉 默 过 氧化 氢 酶 基因 后 ,感染 项 
UBER IL AI ECHL SL EPIRI H,0, 含量 在 12 h 显著 上 升 ,细菌 数目 在 24 h 约 为 对 照 组 的 一 
半 , 但 对 豌豆 蚜 存 活 率 无 影响 ;而 过 氧化 氢 酶 基因 aqu R R K IS g S Xp 
内 H,0, KP In i HC E VASOS EIE EAE UU, [2536] ALAA 
蚜 对 藤 黄 微 球菌 的 防御 过 程 ,但 不 是 该 防御 反应 过 程 中 的 关键 酶 ;而 针对 大 肠 杆 菌 感染 ， 
恼 豆 蚜 可 能 通过 其 他 途径 来 应 对 。 
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Role of catalase in the antioxidative response induced by 
Micrococcus luteus and Escherichia coli infection in the pea aphid, 
Acyrthosiphon pisum ( Hemiptera: Aphididae) 

CHEN Jin-Hong, XU Lu, MA Li, LU Zhi-Qiang”( College of Plant Protection, Northwest A&F 
University, Yangling, Shaanxi 712100, China) 

Abstract: [ Aim] To investigate the relationship between bacteria, catalase ( CAT) and the 
pea aphid, Acyrthosiphon pisum, and the role of catalase in the immune responses of the pea 
aphid. [Methods ] The bacterial load in the aphid was determined by in vitro culturing and 
colony counting after Micrococcus luteus and Escherichia coli infection. H,O, concentration and 
catalase gene transcriptional level of the aphid after bacterial infection were measured by 
microwell-plate fluorescence assay and real-time quantitative PCR, respectively. The catalase 
gene ( Cat) of the pea aphid was knock-downed by RNA interference, and the H,O, 
concentration, bacterial load and survival rate of the aphids were assayed after bacterial 


infection. [Results] The H,O, level and the expression level of the catalase gene in the pea 
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aphid increased markedly 12 h post infection by M. luteus. After E. coli infection, the 
expression level of the catalase gene increased 12 h post infection, but the H,O, level had no 
obvious change. After the catalase gene was knock-downed, the H,O, level of the aphid was 
up-regulated significantly 12 h post M. luteus infection, the bacterial load of dsCat-injected pea 
aphid was about half that of dsGFP-injected pea aphid 24 h post M. luteus infection, but the 
survival rate of aphids had no change after M. luteus infection. However, knock-down of the 
catalase gene had no effects on the H,O, level of the aphid, proliferation of bacteria inside the 
aphid, and the survival rate of the aphids infected by E. coli. [ Conclusion] The catalase is 
involved in the immune defense of the pea aphid against infection by M. luteus, but is not a 
key enzyme in this process. To cope with E. coli infection, however, the aphid may have 
different defense strategies. 

reactive oxygen species; catalase; RNA 


Key words: Acyrthosiphon pisum; bacteria; 


interference 


活性 氧 (reactive oxygen species, ROS) 参与 生物 
体 的 免疫 反应 及 信号 转 导 等 途径 (Thannickal and 
Fanburg, 2000; Droge, 2002; Alfadda and Sallam, 
2012; Zhang and Lu, 2015), 受到 病原 微生物 侵 染 
时 ,许多 昆虫 体内 ROS 的 含量 均 会 显著 上 升 ( Ha et 
al., 2005a; Molina-Cruz et al., 2008; Diaz-Albiter et 
al., 2012; Zhang et al., 2015; Zhang and Lu, 
2015), FERRIN Aedes aegypti 中 ,ROS 能 够 控制 
肠 道 细菌 的 增殖 ( Oliveira et al., 2011) 。 体 内 ROS 
水 平 较 高 的 冈比亚 按 蚊 Anopheles gambiae 在 受到 病 
原 物 侵 染 后 的 存活 率 较 高 (Molina-Cruz et al., 
2008), 4X HR Drosophila melanogaster 和 长 须 罗 
验 Lutzomyia longipalpis 体内 ROS 水 平 降低 后 ,细菌 
感染 造成 的 死亡 率 显 著 增加 (Ha et al., 2005a; 
Diaz-Albiter et al., 2012) 。 

然而 ,过 量 的 ROS 会 对 细胞 产生 氧化 胁迫 导致 
脂 质 蛋白质 和 DNA. 的 损伤 (Dandona et al., 2001; 
Alfadda and Sallam, 2012)。 为 了 避免 ROS 的 伤害 ， 
生物 体 进化 形成 一 系列 抗 氧化 酶 ,如 超 氧 化 物 收 化 
Hi ( superoxide dismutases，SODs )、 过 氧化 氧 酶 
(catalase ) 、 谷 胱 甘 肽 过 氧化 物 酶 (Px-glutathione 
peroxidase, GSH-px ) 以 及 过 氧化 物 氧 化 还 原 酶 
( peroxiredoxin, Prx ) 等 ( Blagojevic and Grubor- 
Lajsic, 2000; Zhang and Lu, 2015; 张 永 栋 等 ， 
2017) 。 过 氧化 氢 酶 能 够 将 生物 体内 H,0, 分 解 成 
H,O 和 O, (Felton and Summers, 1995; Blagojevic 
and Grubor-Lajsic, 2000; Chelikani et al., 2004), 
过 氧化 氧 酶 也 参与 免疫 反应 ( Alfadda and Sallam, 
2012; Vigneshkumar et al., 2013; Wang et al., 2013; 
Davis and Pennypacker, 2016) 。 人 体 的 过 氧化 氧 酶 























与 疾病 的 发 生 关系 密切 ( Alfadda and Sallam, 2012; 
Davis and Pennypacker, 2016) 。 在 昆虫 中 , 过 氧化 
氢 酶 与 昆虫 的 发 育 及 免疫 密切 相关 。 例 如 ,在 东亚 
"Kit! Locusta migratoria. 不 同 的 发 育 时 期 ,其 体内 过 
氧化 气 酶 的 含量 不 同 (Zhang et al., 2016) ;长 红 猎 
晴 Rhodnius prolixus 体内 过 氧化 氢 酶 表达 量 降低 后 ， 
其 体内 H,0, 水 平 显 著 增 加 (Paes et al., 2001) 。 在 
AX TE "€ Spodoptera litura ( Fabricius )、 果 蝇 D. 
melanogaster MKZ IS L. longipalpis 中 发 现 , 过 氧 
化 氧 酶 基因 ( Cat) 的 敲 除 或 者 沉默 不 仅 导 致 昆虫 体 
内 ROS 水 平 显著 升 高 ,还 会 影响 昆虫 的 存活 率 ( Ha 
et al., 2005b; Magalhaes et al., 2008; Diaz-Albiter et 
al., 2011; Zhao et al., 2013) 。 

3j x. p B5 40 HE ZR De c HC f EL rh 4H XT A ER 
( Gerardo et al., 2010) , ROS 可 能 在 青豆 蚜 免 疫 防 
御 反 应 中 起 重要 作用 (Zhang and Lu, 2015; 张 永 栋 
等 , 2017) 。 本 研究 检测 了 殖 豆 蚜 感 染 蔷 黄 微 球菌 
Micrococcus luteus 和 大 肠 杆 菌 Escherichia. coli 后 其 体 
内 H,0, 水 平 、 细 菌 数目 .过 氧化 氨 酶 基因 转录 水 平 
及 蚜虫 存活 率 , 并 分 析 了 沉默 过 氧化 氢 酶 基因 对 蚜 
虫 体内 H50, 水 平 、 细 菌 数目 以 及 蚜虫 存活 率 的 影 
响 。 本 研究 明确 了 过 氧化 氧 酶 在 纹 豆 蚜 免 疫 防御 反 
应 中 的 作用 ,为 解析 细菌 -过 氧化 氧 酶 - 琉 豆 蚜 三 者 
之 间 的 关系 莫 定 了 基础 。 


1 材料 与 方法 
L1 供 试 昆虫 


本 实验 中 所 用 的 琉 豆 是 采 自 中 国 云南 省 玉溪 市 
易 门 县 (北纬 24°34'45” - 24°44'39”、 东 经 101°00 
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37" -102?07'45", 海拔 约 2 000 m) ,于 实验 室 人 工 
气候 箱 中 饲养 ,条 件 如 下 :温度 20 + 1%C, 光 周期 
16L: 8D ,相对 湿度 70% + 上 5% 。 将 一 定数 量 健康 且 
处 于 繁殖 初期 的 雌 成 蚜 置 于 健康 和 蛋 豆 Vicia faba H 
上 ,2 d 后 移 走 看 豆 苗 上 的 所 有 上 肉 成 蚜 ,所 产 若 虫 继 
续 在 看 豆 苗 上 饲养 直至 变 成 无 翅 成 蚜 待 用 。 
1.2 实验 菌株 

感染 所 用 的 细菌 为 芯 黄 微 球菌 Micrococcus 
luteus 和 大 肠 杆菌 Escherichia coli。 两 种 细菌 在 LB 
中 ,37% 230 r/min 培养 至 0Deoow 为 1 左右 ,再 通过 
8 000 xg, 4% 离 心 5 min 收集 所 得 落体 ,然后 用 无 
菌 的 0. 85% NaCl 溶液 洗涤 3 次 ,最 后 用 无 菌 的 
0.85% NaCl 溶液 重新 悬浮 至 10 CFU/mL 进行 感 
染 实验 。 
1.3 感染 细菌 

毛细 玻璃 管 的 平头 端 用 Parafilm 封口 膜 密封 。 
尖 头 端 保持 4 mm 左右 长 ,尖端 芯 取 混 匀 的 苗 液 后 
立刻 垂直 刺 入 蚜虫 体内 , 刺 和 深度 mm 左右 。 对 
照 组 驴 豆 是 用 0. 8596 JE NaCl 溶液 ,处 理 组 用 浓 
BEH 10” CFU/mL 的 大 肠 杆菌 和 茧 黄 微 球菌 感染 ， 
将 感染 之 后 的 豌豆 蚜 转 移 到 鼻 豆 苗 上 继续 饲养 符 
用 。 在 不 同时 间 点 收集 对 照 组 和 处 理 组 纺 豆 是 各 
10 头 至 0.5 mL Tripure Isolation Reagent ( Roche, 
Basel, Switzerland ) 中 ,保存 在 - 80 % 冰箱 中 备用 。 


















































1.4 cDNA 和 dsCat 的 合成 及 RNA 干扰 

使 用 电动 匀 浆 器 将 豌豆 蚜 样 品 研磨 粉碎 ,再 按 
照 Tripure ( Roche, Basel, Switzerland ) 试剂 提取 
RNA Rr t dETT RE EE S. RNA 的 提取 。 将 得 到 的 
总 RNA 用 Direct-zol RNA Miniprep( Zymo Research, 
Irvine, CA, USA) 试剂 盒 纯 化 。 取 适量 纯化 后 的 
RNA, 按照 First Strand cDNA Synthesis ( Roche, 
Basel, Switzerland) 反 转 录 试 剂 盒 的 操作 步骤 进行 
cDNA 的 合成 。 

以 合成 的 cDNA 为 模版 ,使 用 带 有 T7 Ja sl T 
列 的 引物 ( 表 1) ,通过 PCR 扩 增 目的 基因 片段 (454 
bp) 。 得 到 的 PCR 产物 使 用 Gel Extraction ( Omega, 
Norcross, Georgia, USA) 试剂 盒 进行 回收 纯化 ,作为 
体外 合成 dsRNA 的 模板 , 按照 T7 RiboMAX"" 
Express RNAi System( Promega, Madison, WI, USA) 
的 操作 步骤 合成 的 dsRNA, dsGFP (100 bp) 通过 
pGLO 载体 克隆 得 到 。 将 dsRNA 稀释 到 终 浓 度 为 
7.5 ug/ uL, fe f£ e -80 Y 冰箱 中 待 用 。 

Sj SUE BR JH. CO, 麻醉 之 后 使 用 显 微 注射 仪 
Nanoject I 
Broomall, PA, USA) 从 其 腹部 注 和 人 dsRNA ,对 照 组 
注射 dsGFP, 处理 组 注射 dsCat, 注 射 量 均 为 46 nL 
(浓度 为 7.5 ug/ uL) 。 将 注射 后 的 驴 豆 蚜 置 于 新 的 
看 豆 苗 上 继续 饲养 待 用 。 














apparatus. ( Drummond Scientific, 





R1 qPCR 和 dsRNA 合成 引物 序列 
Table 1 The sequences of primers used for qPCR and dsRNA synthesis 


引物 引物 序列 (5 -37) 


Primers Primer sequences 


产物 大 小 (bp) 


Products size 


引物 用 途 


Use of primers 








ApCat-F CCTGTAAATTGTCCGTATCG 

ApCat-R AGTGAGGTTGCTGTTCTG E 实时 定量 PCR 
Rpl7-F TTGAAGAGCGTAAGGGAACTG Real-time quantitative PCR 
RpI7-R TATTGGTGATTGGAATGCGTTG 2 

dsGFP-F *GTGTTCAATGCTTTTCCCGT 

dsGFP-R *"CAATGTTGTGGCGAATTTTG i dsRNA 合成 
dsCat-F "TGATCTTGCTGCTGATGACC dsRNA synthesis 
dsCat-R. *"GTTTGGTGCAGACCCTTGAT 2d 


a 仅 指 上 述 引 物 的 特异 性 部 分 -dsRNA 合成 过 程 中 的 T7 接头 ,序列 为 TAATACGACTCACTATAGGG, ?Only gene-specific parts of the primers are 
listed, and these primers are preceded by the T7 adaptor TAATACGACTCACTATAGGG for dsRNA synthesis. 


1.5 实时 菊 光 定量 PCR 检测 

通过 NCBI ( https: // blast. ncbi. nlm. nih. gov/ 
Blast) 38 R 8] 9ji x2 pz: E Sf ACIE DSL mRNA 序列 
(GenBank 登录 号 : XM, 001943606. 4) ,采用 Primer 
Premier 5.0 软件 设计 目的 基因 和 内 参 基 因 核 糖 体 





蛋白 基因 (ribosomal protein L7, Rp7 ) 的 引物 ( 表 
1 ) 。 实 时 效 光 定量 PCR 检测 采用 FastStart Essential 
DNA Green Master mix ( Roche, Basel, Switzerland ) 
试剂 盒 。 反 应 条 件 :95% 预 变 性 10 min, 40 个 PCR 
循环 (变性 : 95C, 15 s; 退火 : 58C, 15 s; 延伸 : 
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72Y , 20 s) , 熔 解 曲线 温度 为 65 - 957€, 
1.6 H,O, 浓度 检测 

取 待 测 成 虫 10 头 加 入 到 含有 2 mg/mL 过 氧化 
氢 酶 抑制 剂 3-amino-1 ,2 ,4-trizole( Sigma, St. Louis, 
MO, USA) 的 50 mmol/L 磷酸 钠 缓冲 液 (pPH =7. 4) 
中 。 用 匀 浆 器 研磨 粉碎 ,13 000 x g 离心 15 min 之 
后 将 上 层 清 液 转移 到 截留 分 子 量 为 10 kD 的 超 滤 柱 
( Millipore, MA, USA) rH 13 000 xg 离心 10 min , 收 
集 洗 脱 液 。 按 照 Amplex Red Hydrogen Peroxide/ 
Peroxidase Assay ( Invitrogen, Grand Island, NY, 
USA) 试剂 盒 的 操作 步骤 测定 浓度 H,0,, TESCOCBS 
标 仪 (Tecan，Mainnedorf，Switzerland) 上 测定 欧 光 强 
度 , 激 发 波长 /发 射 波长 为 550 nm/590 nm, 
1.7. RNA 干扰 后 器 豆 蚜 死亡 率 和 细菌 CFU 测定 

将 注射 dsRNA 之 后 的 总 豆 蚜 转 移 至 新 的 和 蛋 豆 
面 上 饲养 ,12 h 之 后 分 别 用 蔷 黄 微 球菌 和 大 肠 杆 效 
感染 蚜虫 ,感染 之 后 的 蚜虫 用 于 以 下 实验 。 

细菌 CFU HONE : gni xp] 7596 乙醇 进行 表面 
消毒 后 ,用 0. 85% NaCl 溶液 洗涤 两 次 直至 乙醇 完 
全 清除 ,用 无 菌 的 研磨 棱 将 豌豆 蚜 在 200 pL 0. 8596 
NaCl 溶液 中 人 研磨 破碎 。 将 混合 液 稀 释 到 适合 的 浓 
度 之 后 取 10 pL 均匀 涂 于 LB 平板 上 ,于 37C 培 养 
后 统计 菌落 数 。 细 菌 CFU 数 是 感染 后 每 隔 12 h yt 
行 涂 板 计数 。H,0, 浓度 则 是 在 细菌 感 当 后 12 h 和 
36 h 按照 1.6 节 方 法 进行 测定 。 蚜 虫 死 亡 率 每 隔 
24 h 统计 一 次 ,连续 统计 7 do 
1.8 数据 分 析 

本 实验 中 所 有 数据 使 用 Prism5. 0 ( GraphPad 
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Software, Inc) 作 图 ,对照 组 与 处 理 组 之 间 H,0, 水 
^F Ais; CFU 数 以 及 基因 表达 变化 差异 的 比较 均 使 
用 Student's t test 方法 进行 数据 分 析 。 对 照 组 与 处 
理 组 之 间 的 存活 率 比 较 则 使 用 Log-rank ( Mantel- 
Cox ) test 方法 进行 数据 分 析 。 


2 结果 


2.1 感染 细菌 后 豌豆 蚜 体 内 细菌 数 变化 

对 大 肠 杆菌 和 蕨 黄 微 球 菌 感染 豌豆 蚜 后 在 蚜虫 
体内 的 增殖 情况 进行 检测 ,结果 显示 ,大肠 杆菌 在 蚜 
虫 体内 的 增殖 较 快 ,感染 后 6 -48 h ,细菌 数 从 大 约 
1x 10 /蚜虫 增长 到 大 约 1 x 10%/ 蚜 虫 ,但 在 感染 
12 - 24 h 阶段 有 一 个 缓慢 增殖 期 (图 1: A) LESE 
球菌 在 蚜虫 体内 的 增殖 整体 来 看 较 慢 ,但 在 感染 
12 h 后 快速 增长 ,到 36 h 细菌 数 增长 到 大 约 2 x 
10/17 R(E] 1: B). 
2.2 感染 细菌 后 豌豆 蚜 体 内 HO, 水 平 变化 

检测 感染 细菌 前 后 吾 豆 蚜 体 内 H,0, 水 平 的 变 
化 情况 ,结果 显示 , 骂 豆 蚜 感 染 大 肠 杆菌 后 ,其 体内 
H,0, 水 平 并 没有 显著 变化 (图 2: A)。 蔷 黄 微 球 菌 
感染 导致 跑 豆 蚜 体 内 H,0, 水 平 在 6 -24 h 内 显著 
升 高 , 感染 蔷 黄 微 球菌 12 h Bg S PARE H,0, 水 
平 是 对 照 组 的 大 约 1.2 倍 ,48 h 回落 到 对 照 水 平 
(图 2: B)。 这 一 结果 说 明 苹 黄 微 球 菌 感染 导致 吏 
豆 蚜 体内 H,0, 水 平 的 升 高 ;而 H,0, 水 平 先 上 升 后 
下 降 , 暗 示 吾 豆 蚜 体内 可 能 存在 消除 H,0, 的 机 制 。 
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Fig. 1 








到 1 感染 大 肠 杆菌 (A) 和 了 苹 黄 微 球菌 (B) 后 纹 豆 蚜 体 内 细菌 数 
CFUs of Escherichia coli (A) and Micrococcus luteus (B) in the infected Acyrthosiphon pisum 

















用 毛细 血管 类 头 端 芯 取 大 肠 杆 菌 (A) PREE C B) EFIRU A oT , RA E R O A A FE E rp RET e I3 A 
T. The aphids were injected with E. coli (A) and M. luteus (B) using a capillary dipped into bacterial suspension. Then the bacteria-infected aphids 














were collected at the indicated hours post infection (hpi) for CFU assay. Each point in the figure represents a single pea aphid. 
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图 2 感染 大 肠 杆菌 ( A) 和 有 芯 黄 微 球菌 (B) 后 疏 豆 蚜 体 内 H,0, 水 平 变化 

Fig. 2 The H,O, levels of Acyrthosiphon pisum after Escherichia coli ( A) and Micrococcu luteus (B) infections 
针 刺 感染 大 肠 杆菌 (A) REUS DAS TRE C B.) JE , IH HOST HE H FIRR Ae ZR Spe 10 头 进行 过 氧化 氧 浓度 检测 ;对 照 组 为 针 刺 0.85% NaCl 溶液 。 
结果 表示 3 次 重复 的 平均 值 , 对 照 组 与 处 理 组 差异 显著 性 用 Student's t test 方法 分 析 。*” 表示 差异 显著 (已 <0.001 ) After infected with E. coli 


(A) and M. luteus (B) , ten aphids from the control and treated groups were collected at the indicated hours post infection (hpi) to measure the H5 O5 


























concentration. The control samples were from the aphids injected with 0. 85% NaCl solution. Values shown are the mean ( + SE) of three independent 
experiments. The significant differences between the control and bacteria-infected samples were analyzed using Student's t test. Triple asterisk indicates 


statistical significance ( P «0.001). 


2.3 感染 细菌 后 豌豆 蚜 体 内 过 氧化 氨 酶 基因 表达 杆菌 (图 3: A) ARRAMA E3: B) 之 后 12 h, 
量变 化 豌豆 蚜 体 内 过 和 氧化 氧 酶 基因 表达 水 平均 显著 升 高 ， 

为 了 探究 过 氧化 气 酶 是 否 参与 了 骂 豆 蚜 对 细菌 。” ” 均 约 为 对 照 组 的 1.2 倍 , 随 后 恢复 到 正常 水 平 。 这 
感染 的 防御 反应 ,检测 感染 后 豌豆 蚜 体 内 过 氧化 氧 ”说 明 在 豌豆 是 抵 御 细菌 感染 的 过 程 中 ,过 氧化 氢 酶 
酶 基因 表达 水 平 的 变化 情况 ,结果 显示 ,在 感染 大 肠 ”可 能 参与 了 体内 H,0, 的 清除 过 程 。 
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3. 针 刺 感染 大 肠 杆菌 (A) 和 茧 黄 微 球 菌 (B) Je A E E ARER RAK F 
Fig. 3 Catalase gene expression levels of Acyrthosiphon pisum after Escherichia coli ( A) and Micrococcus luteus (B) infections 
实时 葡 光 定量 PCR 检测 大 肠 杆菌 (A) FURE EAER ESI ( B) SCR LIA S , DL S AEKA XRAN ER 0. 8590. NaCl 溶液 。 结 果 
表示 3 次 重复 的 平均 值 ,对 照 组 与 处 理 组 差异 显著 性 用 Student's t test 方法 分 析 。 和 ”分 别 表示 差异 显著 (PP<0.05 fI P «0.01) , Quantitative 


real-time PCR was used to determine catalase gene expression levels of aphid after E. coli (A) and M. luteus (B) infections. The control sample was 












































from the aphids injected with 0. 85% NaCl solution. Values shown are the mean ( + SE) of three independent experiments. The significant differences 


between the control and bacteria-infected samples were analyzed using Student's t test. Asterisk and double asterisk indicate statistical significance ( P < 


0.05 and P «0.01 , respectively). 





2.4 RNA 干扰 豌豆 蚜 过 氧化 氢 酶 基因 免疫 反应 ,用 RNA 干扰 技术 对 We id 
N TEPARA ESSM BETUR, RR ,在 注射 dsRNA 后 的 第 
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过 氧化 氧 酶 基因 表达 量 降低 5096 ,干扰 后 第 3 天 表 
达 量 约 为 对 照 的 60% 。 这 说 明 RNA 干扰 的 方法 可 
以 部 分 地 降低 纹 豆 蚜 过 氧化 氧 酶 基因 的 表达 (图 4)。 
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图 4 RNA FHS BP SZ PEE RUE IRURE DE KAKF 
Fig. 4 Expression levels of catalase gene of Acyrthosiphon 
pisum after RNA interference 
JL 25 78 pj i FI E EIA EIT f (CUENTA CHE RE SLIDE, og SE 
时 荧光 定量 PCR 检测 过 氧化 氧 酶 基因 的 表达 情况 ; 对 照 组 注射 
dsCHFP。 结 果 表 示 3 次 重复 的 平均 值 ,对 照 组 与 处 理 组 差异 显著 性 
用 Student's t test 方法 分 析 。 和 ”分 别 表示 差异 显著 (已 <0. 05 和 
P < 0. 001 ), dsCat was injected into newly emerged aphids. After 

















injection , total RNA was extracted from five aphids for transcript analysis 
by quantitative real-time PCR. The control samples were from the aphids 
injected with dsGFP. Values shown are the mean ( + SE) of three 
independent experiments. The significant differences between the control 
and dsCat-injected samples were analyzed using Student's t test. Asterisk 
and triple asterisk indicate statistical significance ( P «0. 05 and P « 
0. 001, respectively) . 


2.5 RNA 干扰 过 氧化 氢 酶 基因 对 豌豆 蚜 体 内 H,O, 
水 平 的 影响 
为 了 探究 过 氧化 氢 酶 对 豌豆 师 ROS 水 平 的 影 








响 ,我 们 在 RNA FACE SEU RUSSE DS] Zn Je E S T 
进行 细菌 感染 ,结果 发 现 , 芯 黄 微 球菌 感 染 后 12 h, 
豌豆 蚜 体 内 H,0, 水 平 显著 高 于 注射 dsGFP BOSE 
TE H;0, 水 平 , 约 为 对 照 组 的 1.3 倍 (图 5: B)。 然 
而 ,大 上 肠 杆 菌 感染 情况 下 ,干扰 过 氧化 氧 酶 基因 对 路 
豆 蚜 H,0, 水 平 没有 明显 影响 (图 5: A)。 以 上 结果 
说 明 , 吏 豆 蚜 过 氧化 氧 酶 的 确 参 与 了 因 芯 黄 微 球菌 
侵 染 而 产生 的 H,0, 水 平 的 调控 。 
2.6 RNA 干扰 过 氧化 氢 酶 基因 后 豌豆 蚜 体 内 细菌 
数 变化 

同时 ,我 们 对 RNA 干扰 过 氧化 氢 酶 基因 后 驴 豆 
蚜 体 内 细菌 数 变化 情况 进行 了 检测 ,结果 显示 LE 
微 球菌 在 殖 豆 蚜 体 内 的 增殖 在 感染 后 24 fH 36 h 
显著 低 于 对 照 组 ,其 中 感染 后 36 h 注射 dsCat 的 是 
虫 体内 细菌 数目 大 约 是 对 照 组 的 50% (图 6: B) ;大 
肠 杆菌 数量 与 对 照 组 相 比 无 显著 差异 (图 6: A). 
这 一 结果 说 明 吏 豆 蚜 氧 化 氢 酶 通过 控制 驳 豆 蚜 体 内 
H50, 水 平 ,从 而 影响 入侵 的 芯 黄 微 球菌 在 蚜虫 体内 
增殖 。 
2.7 RNA 干扰 过 氧化 氢 酶 基因 后 感染 细菌 的 豌豆 
蚜 的 存活 率 

最 后 ,对 RNA 干扰 过 氧化 氧 酶 基因 后 感染 细 
的 更 豆 蚜 的 存活 率 进 行 了 统计 ,在 感染 和 未 感染 的 
情况 下 ,RNA 干扰 过 氧化 氢 酶 基因 对 更 豆 蚜 的 存活 
率 均 无 显著 影响 (图 7) 。 
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Fig. 5 The H,O, levels of Acyrthosiphon pisum 





5. RNA 干扰 过 氧化 氧 酶 基因 后 感染 大 肠 杆 菌 (A) 和 芯 黄 微 球菌 (B) IDIEN H0, 水 平 变化 





after RNA interference of catalase gene and 


infections with Escherichia coli ( A) and Micrococcus luteus ( B) 








在 注射 dsCFP( 对 照 ) 和 dsCat 之 后 12 h 分 别 用 大 肠 杆菌 (A) 和 茧 黄 微 球菌 (B) ARAE GL ,在 细菌 感 染 后 12 h 和 36 h 收集 蚜虫 测定 H, 0, 浓 











度 。 结 果 为 3 次 重复 的 平均 值 ,对 照 组 与 处 理 组 差异 显著 性 用 Students t 
dsCat-injected aphids were infected with E. coli (A) and M. luteus (B) at 12 











est 方法 分 析 。” 表示 差异 显著 (P<0.01)。dsGFP- (control) and 
h post injection of dsRNA , and the H, O, level of aphids was measured at 


the indicated hours post infection (hpi). Values shown are the mean ( + SE) of three independent experiments. The significant differences between the 


control and bacteria-infected samples were analyzed using Student's t test. Double asterisk indicates statistical significance ( P «0.01). 
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图 6 RNA 干扰 过 氧化 氧 酶 基因 后 感染 大 肠 杆菌 (A) FRE CICER E CB. 的 天 豆 蚜 体 内 细菌 数 变化 
Fig. 6 Bacterial CFUs in Acyrthosiphon pisum after RNA interference of catalase gene and 
infections with Escherichia coli ( A) and Micrococcus luteus ( B) 
注射 dsGFP( 对 照 ) 和 dsCat 之 后 12 h 分 别 用 大 肠 杆菌 (A) AREER E (B ) JS Vti «995 , Ap PREIS 12 h, 24 h, 36 h 和 48 h 收集 骂 豆 蚜 用 于 
细菌 培养 和 计数 。 对 照 组 与 处 理 组 差异 显著 性 用 Student's t test 方法 分 析 。 表示 差异 显著 (P<0.05)。dsGFP- (control) and dsCat-injected 


aphids were infected with E. coli (A) and M. luteus ( B) at 12 h post injection of dsRNA, and the bacterial CFUs in the aphid were counted at the 


indicated hours post infection (hpi). The significant differences between the control and bacteria-infected samples were analyzed using Student's t test. 


Asterisk indicates statistical significance ( P «0.05). 
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7 RNA 干扰 过 氧化 氧 酶 基因 后 感染 大 肠 杆 


Fig. 7 Survival rates of Acyrthosiphon pisum 























after RNA interference of catalase gene and 


infections with Escherichia coli ( A) and Micrococcus luteus ( B) 



































注射 dsCFP( 对 照 ) 和 dsCat 之 后 12 h 分 别 用 大 肠 杆菌 (A) AREALER ESL (B ) RR A , RRM S ERREA R iE CA H 
每 隔 24 h 记录 一 次 。 存 活 率 差异 显著 性 用 Log-rank ( Mantel-Cox) 方法 分 析 (n 260) dsGFP- (control) and dsCat-injected aphids were infected 








with E. coli (A) and M. luteus (B) at 12 h post injec 


differences between the control and treated groups were analyzed using Log-rank ( Mante 


3 讨论 


IMD( immunodeficiency ) 信号 途径 在 模式 生物 果 
#8 Drosophila melanogaster 的 体液 免疫 反应 中 起 关键 
作用 (Kleino and Silverman, 2014; Buchon et al., 
2014) ,通过 该 途径 产生 AMP 以 及 免疫 相关 基因 的 


ion of dsRNA, and the mortality of the treated aphids was recorded every 24 h. The significant 


-Cox) test (n 260). 





上 调 是 昆虫 免疫 反应 的 共同 特征 (Altincicek and 
Vileinskas, 2007a, 2007b; Altincicek et al., 2008a, 
2008b; Anselme et al., 2008) , 1E tE Wig xz tp A fkb 
该 途径 中 许多 关键 基因 ,这 使 得 豌豆 蚜 的 免疫 系统 
相 比 于 其 他 昆虫 更 加 有 限 ( Gerardo et al., 2010), 
前 人 发 现 吏 豆 蚜 感染 章 兰 氏 阳 性 菌 金 黄色 葡萄 球菌 
Staphylococcus aureus 和 EE wp EK Micrococcus 





























10 其 陈 金 红 等 : 过 氧化 氢 酶 在 殖 豆 蚜 抵 御 茧 黄 微 球 
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luteus 后 ,其 体内 H,0, 水 平均 显著 升 高 (Zhang and 
Lu, 2015; 张 永 栋 等 , 2017) 。 本 研究 的 结果 也 证 实 
了 滕 黄 微 球菌 感染 引起 纹 豆 蚜 H0, 水 平 的 显著 
JT 

IAE 4S L. longipalpis 59g D. melanogaster 
"Pr 8 45 8E GE 1 88 E VIS AL EE ROS (Ha et 
al., 2005a; Diaz-Albiter et al., 2011), 。 我 们 发 现 
RNA TF 353: Ue RCREASE D , T] FÉ GE 91 F BUR Rs vt 
微 球 菌 的 竞 豆 蚜 体内 H,0, ZKOE SEE EE, DUE] B 
豆 蚜 体内 的 过 氧化 氢 酶 也 能 够 清除 H,0, ,并 且 升 高 
的 H,0, HET I h ER EE AER P E Di A R N 
9H. H,O, Hl 2H E S AE S Le EJ FE TE E L A 
化 物 氧化 还 原 酶 的 作用 研究 中 发 现 (Zhang and Lu, 
2015; 张 永 栋 等 , 2017 ) 。 这 也 说 明 过 氧化 氢 酶 通 
FE wu dp H0, 水 平抑 制 病原 菌 的 生长 ， 
并 且 使 纹 豆 蚜 免 受 高 水 平 H,0, 的 危害 。 

本 研究 中 , 革 兰 氏 阴 性 菌 大 肠 杆 菌 感染 更 豆 蚜 
E MEHEA H,0, 水 平 没 有 明显 上 升 。 而 且 , 在 
RNA 干扰 过 氧化 氧 酶 基因 之 后 ,大 上 肠 杆菌 在 豌豆 蚜 
体内 的 增殖 并 没有 受到 抑制 。 野 生 型 大 肠 杆菌 对 
ROS 并 不 敏感 ,而 且 大 上 肠 杆菌 自身 能 够 分 泌 过 氧化 
^ R$ ( Chelikani et al., 2004; Altincicek et al., 
2011) 。 所 以 我 们 认为 ,大 肠 杆 菌 对 ROS 不 敏感 以 
及 其 自身 能 够 分 泌 过 氧化 氨 酶 ,导致 其 感染 竞 豆 是 
后 不 能 引起 缆 豆 蚜 体 内 H,0, 水 平 的 上 升 ;RNA F 
扰 允 豆 蚜 过 氧化 氢 酶 基因 后 ,大 肠 杆菌 在 吾 豆 蚜 体 
内 的 增殖 也 不 受 影 响 。 但 这 仍 需 从 细菌 和 综 豆 蚜 相 
互 作用 出 发 进一步 研究 。 

在 RNA 干扰 过 氧化 物 氧化 还 原 酶 基因 之 后 , 踊 
豆 蚜 感染 革 兰 氏 阳 性 细菌 导致 存活 率 显 著 下 降 
(Zhang and Lu, 2015; 张 永 栋 等 , 2017) 。 但 是 本 研 
究 中 ,RNA 干扰 过 氧化 氧 酶 基因 后 ,感染 胶 黄 微 球 
菌 并 没有 引起 琉 豆 蚜 存 活 率 显 车 下 降 , 这 可 能 因为 
豌豆 蚜 体 内 存在 其 他 抗 氧化 机 制 。Zhang 等 (2016 ) 
发 现 植物 中 广泛 存在 的 榭 皮 素 能 够 诱导 东亚 飞 蝗 
Locusta migratoria. 体内 过 氧化 氢 酶 基因 的 表达 上 
升 。 那 么 , 疏 豆 蚜 取 食 的 植物 次 级 代谢 产物 是 否 能 
够 影响 其 自 吴 的 抗 氧化 反应 呢 ? 这 非常 值得 探索 。 

总 体 来 说 ,本 研究 通过 比较 感染 细菌 前 后 统 豆 
蚜 体 内 H,0, 水 平 的 变化 情况 ,再 次 证 实 了 ROS € 
与 纹 豆 蚜 对 蒋 黄 微 球菌 的 免疫 反应 。 利 用 RNA F 
扰 技 术 对 豌豆 蚜 过 氧化 氧 酶 基因 进行 沉默 ,比较 干 
扰 前 后 纹 豆 蚜 体 内 细菌 数目 、H,0, TRE VICE SIT 
死亡 率 的 变化 情况 ,进一步 发 现 过 氧化 氧 酶 能 够 清 





















































































































































除 朴 豆 蚜 体 内 的 H,O, ,但 该 酶 在 竞 豆 师 免 疫 防御 藤 
黄 微 球 戎 的 过 程 中 的 保护 作用 很 小 ,并 不 是 豌豆 虹 
体内 消除 氧化 胁迫 的 关键 酶 ,暗示 吏 豆 蚜 体 内 可 能 
存在 着 其 他 重要 的 抗 氧 化 机 制 。 男 外 ,我 们 还 发 现 
豌豆 蚜 对 有 芯 黄 微 球菌 和 大 肠 杆菌 的 免疫 防御 反应 可 
能 存在 差异 。 这 些 发 现 为 进一步 探索 聋 豆 蚜 免疫 防 
御 机 制 提供 了 重要 的 线索 。 
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